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Levin らにより，この凝固がグラム陰性菌細胞壁成分である lipopolysaccharide (endotoxin) と，
かぶとがに血球 (amebocyte) 内より溶出した血液凝固成分との反応によることが明らかにされた:)
Levin らは，かぶとがに血球抽出成分(limulus amebocyte lysa te) を北米産かぶとがに (Limulus
polyphemus) より調製し，このもののゲル化反応により endotoxin を検出する方法 (Limulus Ameｭ
bocyte Lysate (LAL) test またはLimulus test) を考案した:)





1 )再現性ある高感度LAL 抽出法の確立 2) endotoxi n に対する反応特異性 3) LAL ゲル化反
応への影響因子 4 )血中反応阻害物質の分離精製およびその性状について検討を行なった。
本論
1. 日本産かぶとがにより Limulus Amebocyte Lysate の抽出







I に示した方法でLAL の抽出を行なった。その結果Table II に示したようにテオフィリン，カフ
ェイン，テオブロミンなどのメチルキサンチン類にもっとも優れた抗凝集能が認められ，これらを
抗凝集剤として用い抽出することにより 10-3μ g/rni の endotoxin を検出しうる， Levin らの得たも
のと同等の検出感度をもっLAL を収率よく得ることができた。
Table 1. Process for Preparing Limulus Amebocyte Lysate 
Blood of horseshoe crab 
I centrifuged (1700g , 5min.) 
Bl?d cells (Amebocytes) 
1 ) washed wi th anti -aggregating agent 
2) washed with artificial sea water 
3) extracted wi th di sti lled water 
4) centrifuged (l700g, 5rrin.) 
Subドer口na鳩tan





Table n. Effect of Various Anti-aggregating Agents on the Inhibition of 
Aggregation and Sensi ti vi ties of LAL 
Anti -aggregating Concentration 
agents (M) 
Adenosine 2 X 10-3 
Hydroxy 1 am i ne 2 X10-2 
cyclic AMP 2 XlO-2 
Prostaglandin El 2 XlO-5 
Theophy 1 i ne 2 XlO-2 
Caffeine 2 XlO-2 
Theobrom i ne 2 XlO-2 
Acetylsalicylic acid 2 XlO-2 
F orma I dehyde 2 XlO-2 
Neodymium chloride 3 XlO-1 
Lanthanum ni trate 3 X10 • l 
N -ethylmaleimide 2 XlO-2 





Sensitivity biOf Y i eidof C) acti ve 













a) In the process for preparing LAL; 
++ : notaggregated at step 1 to 3 + : partially aggregated at step 3 
:t : partially aggregated at step 2 and wholly agregated at step 3 
-: wholly aggregated at step 2 
b) The minimum concentration of Shigella endotoxin to produce the gelation of LAL 
c) 百le percentage of active LAL which were prepared from Japanese 
horseshoe crab (Tachypleus tridentatus) used for this experiment 
ヴ
t
2. Limulus Amebocyte Lysate の反応特異性
Table m. Procedure of LAL Test i) ゲル化活性と発熱活性の比較 日本産
かぶとがににより得たLAL を用い，各
種endotoxin のLAL ゲル化反応 (Table
皿)による活性と局方発熱性物質試験に
よる活性をそれぞれ最小検出感度 (end
One tenth milli lter of testing sample was added 
to O.lml of LAL , and the mixture was incubated 
at 37"C for 1 hr. 
The results were judged from the following view 
-point) でもとめ，これらの方法の相関
性を検討した結果， Table N に示したよ
po匤ts. 
++ : formation of immovabls solid gel 
+ : formation of movable gel in a mass 
うに，二方法で得た活性値 (end-point) :l : appearance of increased viscosity including 
formation of coarse glanular gel 
は並行しており， LAL test の結果は生 -: no formation of gel 
物活性(発熱活性)をよく反映し，さら
に 2 ~10倍高い感度で測定できることを認めた。
Table N. LAL and Pyrogen Tests Resul ts on Endotoxins of Various Species 
Endotoxin concentratitm (/Lg/ mi) 
Endotoxins XlO-1 XlO-2 XlO-3 XI0-4 
2.5 5 2.5 l 5 乙 5 1 5 2.5 
E. coli 0128: B 12 十+ ++ + ｱ 一一一一
E. co 1 i026 : B 6 ++ ++ ++ ++ ++ ｱ 一一一一
S. enteri tidis ++ ++ ++ ++ ++ + ±一一一
E. coli 0111: B 4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +士一一
E. coli 0127: B 8 ++ ++ ++ ++ ++ + + :t :t 
S. abotus equi ++ ++ ++ ++ ++ ++ +十+ :tー
S. minnesota R595, PCP ++ ++ ++ ++ ++ + + + + :t -
Shigella K-3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + :t士
a) the minimum dose of endotoxin to produce the gelation of LAL. 
b) the minimum effective dose to be positive in pyrogen test 
End-point 
Gelation a) : Pyrogeni b) c 
μg/ml 
5. OX 10-2 : 
5.0XlO-3 
2. 5X 10-3 : 
1. OXlO-3 ; 






















ただし，糖鎖を欠く Re 型の s. minnesota R -595, PCP endotoxinのみがS型の他の endotoxin
と異なり発熱活性にくらべゲル化活性が強く( 60倍) ，このものについては相関性が認められな
かった。
しかし Re型のような特殊な endotoxin が検体中に混入することは通常おこりえないので， LAL
応用に際し，この点とくに問題にならないと考えられる。
ii) Limulus Amebocyte Lysate の反応特異性 生体成分を主とする36種類の物質のLAL ゲル化
作用について検討した結果， Table V に示したようにアミノ酸，ペプチド，蛋白質，糖類，核酸，




Table V. Reaction of LAL wi th Various Substances 
Gelation of LAL bl 
L-Glutamic acid, L-Leucine, L-Lysine 
Bradykinin, Bovine serum albumin , Hemoglobin 
Bovine submaxi llary gland mucin, Histone 
D-Glucose, D-Glucuronic acid, D-N-Acetyl glucosamine 
Inosi tol , Lactose , G lycogen, Dextran, Hyaluronic aci d, 
Chondroitin, Chondroitin sulfuric acid A, Heparin, 
Alginic acid 
Myristic acid ,cI Cholesterol ア Sodium cholate , Lecithin ,cI 
Ganglioside 
Deoxyribonuleic acid ,àl Ribonucleic acid , Adenosine-diphosphate , 
Adenosine-triphosphate, Inosine 
Histamine , Adrenaline , Noradrenaline , Serotonin 
Na-L-Ascorbate 
Samples to be tested al
a) Two percent sol?ions dissoved in phosphate buffered saline (pH 7.2) were tested 
b) One tenth milliliter of the testing sample was added to each 0.1 milliliter of LAL , 
and the mixture was incubated at 37"C for 1 hour. 
c) emulsion in Tween 80-Span 80 system 
d) dissoﾌved in 1. 0 M sodi um chloride 
3. Limulus Amebocyte Lysate のゲル化反応に影響をおよぼす因子
Table VI. Influence of pH on the Gelation 
Reaction of LAL 
i )反応pH の影響
B 4 endotoxin を j式京ヰとし， pH 4. 75~ 
各濃度E. coli 0111 : 
E. coli 0111: B4 Endotoxin (ng/me) 1 時間反応pH 8.50の各反応、pH で3TC ，
0.25 0.5 1.0 2.5 5 
pH 













検出できる反応至適pH はpH 6. 75~pH 
7.25 に認められ， pH 5.0以下またはpH
その%以下に感度は低下
E. coli 0111:B4 
8.25以上では，
i i )反応温度の影響

















は3TC~400C に認められ， 500C 以上また
その1/100以下に感度は 5 0C 以下では，
-274ー
370C の反応pH 6.5, 
は低下した。
i i i )反応時間の影響
温度でLAL test を行なった結果， Table ¥1. Influence of Incubation Temperature 
endotoxin の検出感度はTable 珊に示し on the Gelation Reaction of LAL 
たように反応時間 4 時間まで上昇するが， Temp. E. coli 0111 :B4 Endotoxin (ng/me) 
それ以降は反応時間延長による感度上昇 (OC) 100 10 5 2.5 1 0.5 0.25 
は認\められなかった。
5 
iv) アルカリ土類金属およびキレート剤の 25 ++ ++ + ｱ 
影響 Levin らは 5 X10-2M および10-2 30 ++ ++ ++ + ｱ 
M濃度のMg 2 :Ca 2 +イオンを含むかぶと 35 ++ ++ ++ ++ 土
37 十+ ++ ++ ++ + 土
がに血柴に血球内成分を溶出させて得た 40 ++ ++ ++ ++ + 土
LAL を用い， LAL にEDTA添加時に完 45 ++ ++ ++ ｱ 
全なゲル化反応阻害が認められ，またこ 50 + 
れにMg勺Ca2 +イオンを?~加しでもデル
Tabl e VﾟI. Influence of Incubation Time on the 
化活性の回復が認められないことから， Gelation Reaction of LAL 
Mg 27Ca 2+イオン以外の金属がLALのゲ
Incubation E. coli 0111 :B4 Endotoxin (ng/mR) 
ル化反応に必須で、あることを示唆した:) time 
しかし Levin らのネ食言すにおいては， キレ (min.) 10 5 2.5 1 0.5 0.25 0.1 
一ト結合反応、の結果生える pH低下による 15 
LALの反応至適pH逸脱が感度低下の原因 30 ++ ++ ++ + 
45 ++ ++ ++ + 
となる可能性について検討が不充分で、あ 60 ++ +十 十+ + ｱ 
る。そこで著者はpH，キレート剤，アル 120 ++ ++ ++ ++ + 
カリ土類金属の二要素を関連づけながら， 240 ++ ++ +十 ++ ++ + ｱ 
360 ++ ++ ++ ++ ++ + ｱ 
これら因子の LAL ゲル化反応への影響 480 ++ ++ ++ ++ 十+ + ｱ 
をホ食言すした。
その結果10-3 -10- 1 M のMg 2 7 Ca 27 Sr27 Ba 2+ などのアルカリ土類金属イオンの反応系への添
加により， Fig.1 に示したように LAL のゲル化反応が促進されることを認めた。たとえば，
Ca 2+ イオンの10-2M 添加で10倍， 10- 1 M 添加で200倍LAL のendotoxin に対する感度が上昇する
ことを認めた。
一方， EDTA , DTPA などのキレート剤の影響を反応液pH を 7.2 に維持し検討した結果， Fig. 
2 に示したようにキレート剤10- 2 M 濃度以上の添加により LAL のendotoxin に対する感度は%
に低下した。これは通常のLAL 中に 10-3 -10-2 M 濃度含まれ， LAL のゲル化に促進的に働く，
Mg 27Ca 2 +イオンなどがキレート結合し，その作用を失なったためと理解される。
5 X10-2M の高濃度のMg 2 + イオンを添加したLAL に対し，特にpH維持をせず， EDTA (ED 
TA-2Na の中性溶液)を添加した場合Fig.3 に示したように10-2M 濃度以上のEDTA添加でキ






























_..ー、ー'ー.o 10 守 10-~ 10 - 10 目 1
Concentration of alkaline earth metals( mol ・ 5 ) 
Fig.l Effect of Alkal ine Earth Metals on the Gelati n Reaction of LAL 
LAL tests were performed on the samples containing various 
concentrations of alkaline earth metals. and endotoxin , and the 
end-point, that is the minimum concentration of endotoxin to be 
positive in LAL test , was determined at each concentration of 
alkaline earth metal. 














一x- Sr 2+ 
10-2 
吋合r Ba 2+ 
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ー・‘ ー‘ ー-，・o 10 司 10-~ 唱 o - 10-' 
Conc ・ nl r ・ Ilon 01 ch・ t ・ 11 n9 ・ 9 ・ nl ・ <.01 ・・ 3
Fig.3 Effect of EDTA on the Gelation React 
Reaction of LAL Containing a High 
Concentration of Mg2+ 10n. 
Fig.2 Effect of Chelating Agents on the Gelation 
Reacti on of LAL at pH 7.2 
Effect of EDTA on the gelation reaction of LAL 
containing 0.05 M magnesium sulfate was exｭ
amined by a method similar to that described 
in Fig.l. 
-・- End-point --0---pH 
LAL tests were performed on the Samples containing 
various concent rat i ons of chelating agents and endｭ
otoxin ke eping the pH of the reaction mixtures at 
pH 7.2, and the end-point was determined at each 
concentration of chelating agent. 




先に述べたLevin らの検討結果( ページ)も同様の「キレート反応による反応至適pH の逸脱」
によりすべて説明できると考えられる p
v )各種化学物質の影響 その他の化学物質の影響を検討した結果，無機塩，糖類，アミノ酸など
はTable IX に示したように，ほとんどのものがLAL ゲル化反応に影響をおよぼさなかったが，
NaCl , glucose , ATP-2Na のように10---50%の高濃度では反応を阻害する例も認められた。 高
濃度検体のLAL testへの応用には注意を要する。またヒト血築にはLevin ,7) Reinhold 8) らもす




test応用に際しては濃度により false nega ti ve の結果を示すこともあり，注意を要する。
Table IX. Influences of Various Substances on 出e Gelati on Reaction of LAL 
S ubs tances 
Endpoint a) 
Substances 
C(%)End-pr oint a) 
Conc. (%) -'-'(昭Iml) onc. ~ '70) (ng/ml) 
H20 1.0 Condroitin 
4.0 1.0 
NaCl 仏 9 1.0 sulfate 
10.0 0.5 
G lutamic ac id 10.0 1.0 
20.0 >10.0 
Lysine 10.0 1.0 
G lucose 25.0 1.0 G lyc ine 10.0 1.0 
50.0 2.5 
Albumin 5.0 1.0 
Inositol 50.0 1.0 ATP-2Na 10.0 5.0 
Mannit 20.0 1.0 1.0 1.0 
Maltose 42.0 1.0 Adenosine 1.0 1.0 
Dextran 70 20.0 1.0 Plasma 2. 5X 10
4 
Heparin 0.4 1.0 
(human) 
(500 U) 
a) the minimum concentration of E. coli 0111 B4 endotoxin to produce the 
grade (+) in the gclation reaction 
Table X. Influences of -SH Substanc'es on 
the Gelation Reaction of LAL. 
Table XI. Influences of Reducing Agents and 
Oxidizing Agents on the Gelati on of LAL 
Substances E nd-p/ oi n t 
a) 
Conc. 
(X > (ng/mL) 
L-Cys te; ne 1 .0 100 
0.1 5.0 
0.01 2.5 
L-Cystine 1.0 1.0 
2-Mercapto- 1.0 25.0 
ethanoL 0.1 1.0 
L-GLutathione 1.0 1.0 
Na-thiogLycolate 1.0 1.0 
Substances a) Conc. E nd-p/ o i n t 
(X) (ng/mL) 
N aHS03 1 .0 1.0 
Na-L-Ascorbate 1.0 1 .0
H202 3.0 1.0 
(NH4)2S20S 1.0 1 .0 
a) the minimum concentration of E.coLi 
0111:84 endotoKin to produce the grｭ
ade(φ 】 in the geLation reaction 
a) the minimum concentration of E.coLi 
0'11 :84 endotOKin to produce the grｭ






Table XD:. Influences of Protein Denaturing and Precipi tati ng Reagents , 

































".p i c i 1 1; n 1.0 
Conc. 
(X) 
Subst ・ ncesConc. 
(X) 
Subs t .nces 
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a) the minimum concentration of E. coli 0111: B4 endotoxin to 
produce the grade (+) in the gelation reaction 


























150 125 100 75 50 25 150 125 100 75 50 25 
Fractfon number 
Fig. 5. Gel Filtration of the Inhibitor (B-3) 
on Sephadex G-200 
Fraction B-3 was applied to a column of Sephadex 
G-200 (5.0X90cm) equibrated wi th 0.05 M Tris-
HCI buffer containing 0.9%NaCI (pH 8.0) , a nd 
eluted with the same buffer. 





Fig.4. Affini ty Column Chromatography of the 
Inhibitor(A-2)on Concanavalin A-Sepharose 
4B 
Fraction A-2 was applied to a column of concanaｭ
valin A-Sepharose 4B (2.8X60cm) equibrated with 
0.05 M Na-phosphate buffer containing 0.05 M Na. 
CI (pH 7.2). The column was washed with the same 
buffer. The absorbed innibitor was eluted with 0.2 
Mα-methyl glucoside in the same buffer. 
DEAE -Sepharose CL 6B イオン交換，. heparin -Sepharose Sephadex G-200 ゲルろ過，
4B affinity の各カラムクロマトグラフィーの順で、endotoxin free の条件下精製を行なった。各
カラムクロマトグラフィーによる精製段階でFig. 4-Fig. 7 に示す溶出パターンを得た。阻害活























250 200 150 100 50 
Fract;on number 
Fig.6. lon Exchange Column Chromatography of the Inhibi tor( C-4 ,) 
on DEAE -Sepharose CL6B 
Fraction C-4 was applied to a column of DEAE-Sepharose CL 6B (2.6X40cm) 
equibrated with O.lM Tris-HCL buffer (pH 8.0). Elution was carried out 
with a linear NaCI gradient (0 to 0.2M) in the same buffer. The inhibitory 
activity eluted in the shaded area. 
Table X 皿. Yield and Recovery of Total Activi. 
ty at Each Puri fication Step 
Yield Recovery of 
(r時jdlplasma) to!~Lactivity 
(%) 































Fig.7. Affini ty Column Chromatography of the 
Inhibi tor (D-5) on Heparin-Sepharose 4B 
Fraction D-5 was applied to a column of heparinｭ
Sepharose 4B (1. OX12cm) equibrai.ed wi 出 O.OlM
Tris-HCI buffer containing 0.05M NaCI ヤH 7.6). 
The column was washed with the same buffer fol. 
owed by 0.3M NaCI in 0.01 M Tris-HCI (pH 7.6). 
Finally the column was eluted with 1. OM NaCI in 
0.01 M Tris-HCI(pH 7.6). The inhibitory activities 
eluted in the shaded areas. 












る免疫電気泳動においてFig.8 ， Fig. 9 に示したように最精製品のうち E-3 は単一成分と認め
??門iヮ“
られたが， E-l tこは若干の不純物が認められj 電気泳動band の濃度比から算出された純度は83
%であった。
既知の各種血中proteinase inhibitor の抗血清との ouchter lony 法によるゲル内沈降反応では，
Fig.l0に示したようにE-l は抗α1-ani i trypsin 抗血清とのみ円 E-3 は抗antithrombin m 抗
血清とのみ沈降線を形成することが認められた。
また，糖含量，アミノ酸分析， SDSーディスク電気泳動法による分子量測定のE-l ， E-3 
の各測定値はTable XNおよび~Table X V に示したように，それぞれこれまでに報告されている
α1 -anti trypsin 15) および、antithrombin 皿 15) の値と近似した値を示した。
以上の結果より血中のLAL ゲル化反応阻害物質の本体は α1 -antitrypsin および、antithrombin
Eであろうと推定され，また最終的に得られた活性回収比から主な作用は α1-antitrypsin による
ものと考えられた。
Fig.8. Dise Gel Electrophoresis 
o of E-1 and E-3 
(A)E-1 (B)E-3 
Fig.9. Immunoelectrophoresis of E-1 and E-3 
Wells 1. whole human.plasma 
各1
60 0 ' 
5 oJcf 02 回国
置 4 0 0 3 
F i g_ 10. Ouchter 1 ony Immunod i ffus i onof E-1 
and E-3 against Antisera of Various 
Protei nase Inhi bi tors 
Wells 1. anti-antithrombin 皿
2. anti-α2 -macroglobulin 
3. anti-Cl-inactivator 
4. anti -antichymotrypsin 
5. anti-α1 -anti trypsin 
6. anti-β-1 ipoprotein 
Center wells 
a. E-1 b. E-3 
2. E-1 
3. E-3 
Troughs a. rabbit anti-whole human plasma 
b. rabbi t anti -human α1-antitrypsin 
c:rabbit anti-human anti-thrombin 皿
Table X N. Analysi s of E-1 and E-3 in Compariｭ
son with α1 -Anti trypsin and Anti thromｭ
bin I 
E-1 E-3 










Table X V-Amino Aci d Composi t ion of E-l and E-3 in Comparison 
with the Values of α ， -Antitrypsin and Antithrombin I 
Co.pon・nt 1-1 1-3 ~~;::~!- t ・hn，。t.4・b 官 n
111 ( ,/100 , prot・ tn ) 
LYlin・ 7.7亀 6.42 8.4唱 6.65 
闘 4 ・ ttdine 3.29 1.16 3.33 1.12 
圃圃3 官 .50 1.25 唱 .45 1.21 
Ar， inin・ 2.22 4.38 2.33 4.70 
A・p・ rt tc ・ctd 守 .69 8.60 9.75 8?60 
Thr・。ntn・ 5.U 3.81 5.66 3.78 
S.rin・ 3.51 4.31 3.52 4.38 
'lut..ー c .cid 唱 2.49 11.70 12.92 11.70 
Proltn・ 3.01 3.24 3.26 3.24 
&l ycin・ 2.53 1.80 2.38 1.75 
Al・ntn・ 3.23 3.49 3.55 3.53 
CyU in・ 0.2 0.62 0.00 0.93 
V.Un・ 4.74 4.31 4.74 4.32 
"ethionin・ 2.08 2 .23 2 .14 2. 唱 7
lI ol ・ucin・ 3.92 3.59 3.89 3.57 
t・ucln・ 9.97 7.24 9.90 7.23 
Tyrolin・ 2.23 3.10 2.14 3.13 
Ph ・ ny l ・ t ・ nln・ 7.39 5.71 7.63 5.72 
τryptoph ・n・ 0.36 1.98 0.55 1.99 
結 壬~、再開
1 )高感度のLAL を得る目的で，かぶとがに血球に対して有効な抗凝集剤を検索した結果，テオフ
ィリン，カフェインおよびテオプロミンなどのmethylxan thi ne 委員が最も有効であることを認め，こ
のものを用いて日本産かぶとがに (tachypleus tridentatus) から感度 1 ng/mf のLAL を再現性よ
く抽出することに成功した O
2 )各種endotoxin標品についてウサギによる局方発熱性物質試験法と LAL test の相関性について
+食言すし， LAL test が生物活性を反映することを認めた。
3) LAL test の反応特異性について検討し，アミノ酸，蛋白質，糖類，脂肪酸，核酸関連物質わよ
びアミンなどの生体成分がLAL のゲル化作用を示さないことを認め， LAL test の生体成分への応
用にむける反応特異性を確認した。また反応至適温度は3TC~400C ， 反応至適pH は 6. 75~ 7. 25 , 
反応時間は 4 時間でプラトーに達することを認め，さらにアルカリ土類金属がLAL test の感度を
あげる作用のあることを j忍めた。
4 )ヒト血祭より LAL ゲル化反応阻害物質を精製し， a ， -antitrypsin および、anti thrombin 皿類似の
2 種の分画を得た。
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論文の審査結果の要旨
日本産かぶとがにから Limulus Amebocyte Lysate (LAL) を抽出し， LAL test が局方発熱性
物質試験法と相関性があることを見出した。さらにその特異性を検討し，これにより，発熱性物質の
試験法を確定し，実用化の道を聞いた。よって薬学博士として価値を認めた。
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